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Anwendung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zum Nachweis 
von Erwinia carotovora ssp. atroseptica, dem Erreger der 
Schwarzbeinigkeit und Naßfäule bei Kartoffeln 
Application of the Polymerase Chain Reaction (PCR) for detection of Erwinia carotovora ssp. atroseptica, the causal 
agent of black leg and soft rot disease of potato 
Von F. Niepold 
Zusammenfassung 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde verwendet, um 
Erwinia carotovora ssp. atroseptica in oberirdischen Kartoffel­
trieben von Sterilkulturen nachzuweisen. Zur Ermittlung der 
Nachweisempfindlichkeit der PCR wurde eine Verdünnungs­
reihe von Erwinia carotovora ssp. atroseptica mit Kartoffel­
pflanzenextrakt der Sterilkulturen gemischt. Die nachgewie­
sene Zellzahl lag bei etwa 104 Zellen/ml. Eine zusätzliche 
Hybridisierung der amplifizierten PCR-Fragmente ergab eine 
Empfindlichkeitssteigerung um eine Zehnerpotenz. Von 30 
zufällig ausgewählten In-vitro-Kartoffelpflanzen zeigten 8 
ein positives PCR-Signal, obwohl alle Pflanzen gesund aus­
sahen. Die Versuche zeigen, daß mit der PCR auch latente 
Infektionen von Erwinia carotovora ssp. atroseptica nachweis­
bar sind. 
Abstract 
The Polymerase Chain Reaction (PCR) was used to detect Erwinia 
carotovora ssp. atroseptica in sterile in vitro cultures of potatoes. For 
determination of the detection sensitivity of the PCR a dilution series 
of Erwinia carotovora ssp. atroseptica was mixed with potato extract 
from sprouts of the sterile in vitro cultures. The detection limit was 
determined to be about 104 cells/ml. An additional hybridization of the 
PCR fragments resulted in a tenfold sensitivity increase (103 cells/ml). 
From 30 in vitro potato plantlets taken at random 8 showed a positive 
PCR signal even though the plants appeared to be healthy. The 
experiments confirmed that PCR can be used to detect, Erwinia 
carotovora ssp. atroseptica as a latent infection. 
Einleitung 
Erwinia carotovora ssp. atroseptica (van Hall) Dye (E. c. a.) 
verursacht Schwarzbeinigkeit und Knollennaßfäule bei Kar­
toffeln und ist einer der wichtigsten bakteriellen Schaderreger 
der Kartoffel (PEROMBELON und KELMAN, 1980). Ist zum 
Beispiel beim Anbau von zertifizierten Pflanzkartoffeln ein 
Anteil schwarzbeiniger Pflanzen von mehr als 3 % (bzw. 0,5 % 
naßfauler Knollen) zu verzeichnen, wird die Eignung dieser 
Partie als Pflanzgut aberkannt (Anonym, 1986). Testungen 
auf Anfälligkeit bzw. Resistenz von Kartoffelzuchtstämmen 
werden deshalb in verschiedenen Forschungseinrichtungen 
routinemäßig durchgeführt, um die Krankheit einzudämmen 
(WASTIE, 1987). Sortenprüfungen hinsichtlich der Reaktion 
gegenüber Knollennaßfäule werden von der BBA jährlich in 
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Amtshilfe durchgeführt. Da E. c. a. chemisch kaum bekämpft 
werden kann, stellt gerade bei der Vermehrung von Pflanz­
kartoffeln die latente Infektion eine der größten Gefahren 
dar. Vorrangiges Ziel von Kartoffelzüchtern und Pflanzgut­
vermehrern ist daher, kein von vornherein verseuchtes Pflanz­
gut zu produzieren. Ein Nichterkennen von latent infiziertem 
Zuchtmaterial kann zu großen Produktionsverlusten führen, 
wenn für die pathogenen Bakterien optimale Vermehrungs­
und Ausbreitungsbedingungen vorherrschen (LANGERFELD, 
1993). 
Zum Nachweis von Latenzen kamen bisher nur serologische 
Nachweisverfahren (ELISA, IF-Test) sowie Lebendzellzahl­
bestimmungen zur Anwendung. Seit Einführung gentechni­
scher Methoden kann nun auch auf die Anwesenheit von 
E. c. a. mit DNA-DNA-Hybridisierung oder mit der sog. Poly­
merase-Kettenreaktion (PCR) getestet werden. Zum Nach­
weis von E. c. a. wurde von Y. BERTHEAU (INRA, Paris) eine
spezifische DNA-Probe aus dem Pektin-Lyase-Gen-Komplex
von E. c. a. isoliert. Mit dieser DNA kann zwar eine DNA­
Hybridisierung durchgeführt werden, die Sensitivität der
Methode ist aber nicht sehr hoch. Als sehr hilfreich hat sich
die Entwicklung der PCR erwiesen, die Spezifität mit hoher
Sensitivität verknüpft.
Prinzipiell werden bei der PCR spezifische, nur mit der Ziel­
DNA reagierende DNA-Fragmente (Primer) verwendet, die 
dann dazu dienen, eine Neusynthese anhand der vorgegebe­
nen DNA (Matrize) zu initiieren. Ein temperaturstabiles 
Enzym (Taq-Polymerase) synthetisiert das komplementäre 
DNA-Fragment. Im weiteren Verlauf wird durch wiederholte 
Temperaturveränderung (zyklisch) eine Neusynthese der 
DNA in Zweierpotenz (2° ; n = Zykluszahl) durchgeführt. 
Nach gelelektrophoretischer Auftrennung im Agarose-Gel 
wird die amplifizierte DNA nach Ethidiumbromid-Färbung 
sichtbar. Die Hybridisierung mit einem markierten, homolo­
gen DNA-Fragment ergibt dann ein positives Hybridisierungs­
signal. Damit kann das amplifizierte DNA-Fragment dem 
gesuchten Mikroorganismus zugeordnet werden. 
In dieser Veröffentlichung wird über die Verwendung der 
beiden spezifischen Primer Yl und Y2 zum Nachweis von 
E. c. a. in In-vitro-Kulturen von Kartoffelpflanzen mit der
PCR-Methode berichtet. Eine Bewertung der Nachweisemp­
findlichkeit der PCR-Methode erfolgte, indem E. c. a. in stei­
genden Mengen zu gesunden Pflanzenextrakten hinzugegeben
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wurde. Durch eine DNA-Hybridisierung konnte eine Nach­
weisempfindlichkeit von umgerechnet ca. 103 Zellen pro ml 
bei künstlicher Animpfung erzielt werden. Von den insgesamt 
30 untersuchten Jn-vitro-Kartoffelpflanzen zeigten 8 ein positi­
ves PCR-Signal für E. c. a. 
Material und Methoden 
1. Anzucht von Bakterien und Pflanzenmaterial
E. c. a.-Isolat 8201 wurde aus der Umgebung Braunschweigs
isoliert. Die Bestimmung der Subspezies atroseptica wurde auf 
konventionelle Weise durchgeführt (RuooLPH et al., 1990). 
Die Bakterien wurden über Nacht bei Raumtemperatur in 
Stolp-Flüssigkultur (RHODES, 1959) und bei leichtem Schüt­
teln kultiviert. Die Lebendzellzahl wurde auf Stolp-Agarplat­
ten und die Gesamtzellzahl durch Auszählen der Bakterien 
nach einer Gram-Färbung unter dem Lichtmikroskop 
bestimmt. Die Anzucht des Jn-vitro-Kartoffelmaterials 
stammt aus Rekultivierung von an der BBA befindlichen 
Kartoffellinien und fand unter sterilen Bedingungen im 
Medium nach MuRASHJGE und SKOOG (1962) statt. Die Pflan­
zen wurden in Glasbehältern luftdicht verschlossen und mit 
5000 Lux (16 h Licht/18 h Dunkelheit) ca. 1 Monat inkubiert. 
2. Extraktion von E. c. a.-DNA aus In-vitro-Pflanzenmaterial
Für die Extraktion der E. c. a.-DNA aus den Jn-vitro-Pflanzen 
wurde das Pflanzenmaterial geerntet und die grünen Pflanzen­
teile zwischen zwei Plastikfolien ausgepreßt. 100 µl des gewon­
nenen flüssigen Pflanzenextrakts wurden abzentrifugiert und 
das Pellet mit 10 µl 0,5 M NaOH-Lösung aufgenommen. 5 µ1 
des Lysates wurden in 495 µl 100 mM Tris pH 8,0 gegeben 
(WANG et al., 1993). 5 µl hiervon wurden für die PCR einge­
setzt. 
3. Durchführung der PCR
Alle PCR-Ansätze wurden im Thermocycler Perkin-Elmer 
9600 durchgeführt. Nukleotide, die Taq-Polymerase und der 
Enzympuffer (Tfl-Puffer) sowie sterile Spitzen wurden von der 
Firma Biozym (Hameln) bezogen, die Eppendorf-Reaktions­
gefäße von der Firma Perkin-Elmer (Vaterstetten). 
Die zur PCR benötigten Primer (Yl und Y2) werden von Y. 
Bertheau (INRA-INA P-G Pathologie Vegetale, 16 rue 
Claude Bernard, F-75231 Paris, Cedex 5) kommerziell ver­
trieben. 
Der PCR-Reaktionsmix mit einem Gesamtvolumen von 
25 µl setzte sich wie folgt zusammen: 2,5 µl lüx Tfl-Puffer 
(1 M Tris HCI (pH 9.0)), 0,4 M Ammoniumsulfat, 30 mM 
Magnesiumchlorid), 0,5 µl 10 mM Nukleotid-Mix, 0,25 µI 
Primermix Yl und Y2, 0,3 µI Taq-Polymerase (1,5 U), 5 µl 
Pflanzenextrakt und 16,45 µl steriles H20. Zum 25 µ!-Reak­
tionsmix wurden zwei Tropfen Mineralöl (Perkin-Elmer) 
hinzugegeben. Nach 5' Erhitzen auf 94 °C wurden 35 PCR­
Zyklen mit 1' bei 94 °C, 1' bei 62 °C, 30 Sek. bei 72 °C durchge­
führt. 
Nach Beendigung der PCR wurde ein Aliquot der amplifi­
zierten Produkte auf ein 1,5%iges Agarose-Gel aufgetragen 
und gelelektrophoretisch aufgetrennt (MANIATIS et al., 1982). 
Nach Anfärbung der Gele mit Ethidiumbromid wurde die 
DNA auf eine Nylonmembran (Amersham, Braunschweig) 
geblattet (MAN!ATIS et al., 1982). Eine identische, mit der 
PCR amplifizierte homologe E. c. a.-DNA wurde mit der 
alkalischen Phosphatase (Nicktranslation, Fa. Boehringer, 
Mannheim) markiert und die Hybridisierung sowie der Nach­
weis einer Hybridisierung wurden mit dem Photogene-Kit 
(Amersham) nach Herstellerangaben durchgeführt. 
Ergebnisse 
1. Gewinnung von DNA aus Gemischen von E. c. a. und
Pflanzenextrakten
Die Methode von WANG et al. (1993) war nicht nur tauglich 
zur Extraktion von DNA aus Pflanzen, sondern erwies sich 
auch als geeignet für eine DNA-Extraktion aus E. c. a. Wegen 
ihrer einfachen Handhabung wurde diese Methode für sämt­
liche Aufarbeitungen von E. c. a. aus oberirdischem Pflanzen­
material verwendet. 
2. Bestimmung der Nachweisempfindlichkeit von E. c. a. In­
vitro-Kartoffelpflanzenextrakten mit der PCR-Methode
Extrakte von sterilen in vitro kultivierten Kartoffelpflanzen, 
die zuvor mit der PCR auf E. c. a.-Befallsfreiheit geprüft 
wurden, wurden mit einer abnehmenden Zellzahl von E. c. a.
inokuliert, um die Nachweisempfindlichkeit im Pflanzenex­
trakt zu ermitteln. Dabei ergab sich nach der PCR sowie einer 
gelelektrophoretischen Auftrennung eine Nachweisempfind­
lichkeit von ca. 105 Zellen/ml (Abb. lA), wobei das amplifi­
zierte DNA-Fragment die erwartete Größe von 434 bp hatte 
(persönliche Mitteilung Y. BERTHEAu). Hingegen konnte 
durch die Verwendung der homologen E. c. a.-DNA-Probe 
beim Hybridisieren mit amplifizierten PCR-Produkten eine 
Empfindlichkeitssteigerung von 1-2 Zehnerpotenzen erzielt 
werden (Abb. lB). Die parallel dazu erfolgte Ermittlung der 
1 2 3 4 5 6 7 
434 bp � 
1 A 
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
434bp- , ... --
1 B 
Abb. 1. Bestimmung der Nachweisempfindlichkeit der PCR-Methode 
mit einer Verdünnungsreihe von E. c. a. und Extrakten von Jn-vitro­
Kartoffelpflanzen. Abnehmende Konzentrationen von E. c. a. wurden 
zu Aufarbeitungen von gesundem Stengel- und Blattmaterial der Jn­
vitro-Kartoffelpflanzen hinzugegeben und die DNA extrahiert. In 
einer PCR wurden die DNA-Fragmente von E. c. a. amplifiziert und 
in einem Agarose-Gel (1,5%) elektrophoretisch aufgetrennt (A). Zur 
Empfindlichkeitssteigerung wurden dieselben amplifizierten DNA­
Fragmente geblattet und mit dem homologen DNA-Fragment 
(434 bp) hybridisiert (PCR-Produkt vom Pektin-Lyase-Gen, B). 
1 = DNA-Längenstandard, 2 = Sx 106 Bakterien/ml, 3 = 4x 105 Bak­
terien/ml, 4 = Sx 104 Bakterien/ml, 5 = Sx 103 Bakterien/ml, 6 = Sx 
102 Bakterien/ml, 7 = keine Bakterien (Negativkontrolle). 
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Abb. 2. Nachweis von E. c. a. in fn-vitro-Kartoffelpflanzen verschie­
dener Kartoffellinien durch die PCR-Methode. Nach Extraktion der 
DNA sowie PCR-Amplifikation und gclelektrophoretischcr Auftren­
nung wurde die DNA geblottet und mit dem homologen DNA­
Fragment von E. c. a. hybridisiert (PCR-Produkt vom Pektin-Lyase­
Gen). 
Die 8 nach PCR und Hybridisierung positiv reagierenden Extrakte aus 
fn-vitro-Kartoffelpflanzen sind auf den Bahnen 1. 2, 3. 5, 7, 9, 11 und 
12 aufgetragen. Die Bahnen dazwischen repräsentieren beispielhaft 
Pflanzenextrakte, die keine E. c. a.-Bakterienzellen enthalten. 
eingesetzten Bakterienzellzahl von Lebendzellzahl und 
Gesamtzellzahl war bei allen Versuchen gleich. Das Nachweis­
minimum der PCR lag bei 5x 103 E. c. a.-Zellen pro ml
Pflanzenextrakt. 
3. Verwendung der PCR zum Nachweis von E. c. a. in ausge­
wähltem In-vitro-Zuchtmaterial verschiedener Kartoffelzucht­
linien
Verschiedene Kartoffelzuchtlinien wurden mit der PCR auf
das Vorkommen von E. c. a. untersucht. Dabei zeigten nach
dem Hybridisieren von den insgesamt 30 getesteten Zucht­
linien 8 Zuchtlinien unterschiedlich starke PCR-Signale
(Abb. 2). Allerdings erfolgte bei der DNA-Hybridisierung nur
ein qualitativer und kein quantitativer Nachweis. Deshalb
hatten alle 8 mit E. c. a. befallenen Kartoffelzuchtlinien eine
Mindestzellzahl von 5 x 103 Zellen pro ml Pflanzenpreßsaft.
Bei einigen der positiv gefundenen Zuchtlinien könnte ein 
stärkeres DNA-Hybridisierungssignal durchaus mit einer 
höheren Zellzahl von E. c. a. korrelierbar sein.
Diskussion 
Die Verwendung der PCR als Nachweismethode von pflan­
zenpathogenen Bakterien soll ein Beispiel dafür sein, welche 
Sensitivitäten damit erreichbar sind. Das hier untersuchte 
Bakterium schädigt Kartoffeln während des Wachstums und 
später bei der Lagerhaltung schwer (PEROMBELON und 
l<ELMAN, 1980). Für Saatzuchtfirmen, Vermehrungsbetriebe 
und Lagerhäuser ist es daher wichtig, kontaminiertes Saatgut 
rechtzeitig zu erkennen und von einer Weiterzucht auszu­
schließen. Deshalb wurden Extrakte von steril angezogenen 
In-vitro-Kartoffelpflanzen mit der PCR auf das Vorhanden­
sein von E. c. a. getestet. Die Extraktion von DNA nach der 
Methode von WANG et al. (1993) ,war für diese Zwecke sehr 
gut geeignet, da diese im Vergleich zu den herkömmlichen 
Phenol-/Chloroform-Extraktionen (MANtATIS et al., 1982) mit 
einem geringen Material- und Zeitaufwand durchführbar war. 
Leider konnten wir diese Methode nicht verwenden, um 
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amplifizierbare DNA von grampositiven Bakterien (z. B. C/a­
vibacter michiganensis ssp. sepedonicus) zu erhalten.
Die Grenze der Nachweisempfindlichkeit der PCR bei 
E. c. a. gemischt mit Pflanzenextakten ohne DNA-Hybridisie­
rung lag bei ca. 105 Zellen pro ml. Um eine sichere Zuordnung
des in der PCR amplifizierten DNA-Fragments zu erhalten,
wurde nach der gelelektrophoretischen Auftrennung eine
DNA-Hybridisierung durchgeführt. Mit dieser DNA-Hybridi­
sierung wurde auch eine zusätzliche Empfindlichkeitssteige­
rung um ca. 2 Zehnerpotenzen erzielt. Andere unspezifische
DNA-Banden, die manchmal gleichzeitig mit dem PCR-Pro­
dukt auftreten, sind nach einer DNA-Hybridisierung nicht
mehr sichtbar. Eine Quantifizierung der erhaltenen PCR­
DNA-Fragmente ist nur insofern möglich, als das letzte noch
sichtbare Hybridisierungssignal nach unseren Ergebnissen ca.
5x 103 Zellen/ml entsprach. So läßt sich in einfacher Weise
eine Ja/Nein-Entscheidung treffen, ob eine untersuchte
Pflanzgutpartie mit E. c. a. befallen ist. Für die Herstellung
von gesundem Pflanzgut wäre ohnehin eine qualitative Ent­
scheidung am geeignetsten.
Das Limit der nachgewiesenen Zellkonzentration mit der 
PCR-Methode liegt deutlich unter dem eines ELISA-Tests 
( ca. 105 Zellen/ml) und teilweise auch unter dem eines routine­
mäßig durchgeführten IF-Tests (ca. 104 Zellen/ml) oder hat 
eine ähnlich hohe Empfindlichkeit wie die immunofluores­
zente Kolonienfärbung (IFC; VAN VuuRDE und RooYEN, 
1990). Die !FC-Methode, bei der im Agarmedium gewachsene 
Kolonien mit Antikörpern nachgewiesen werden, dauert län­
ger als eine PCR. Allerdings werden bei der PCR ähnlich wie 
auch beim ELISA- und IF-Test tote und lebendige Zellen 
erfaßt. 
Eine Methode zur Steigerung der Nachweisempfindlichkeit 
und Spezifität einer PCR besteht in der Anwendung einer 
,,nested PCR", bei der zwei interne Primer ein bereits amplifi­
ziertes PCR-Produkt nochmals amplifizieren (KA1 et al., 
1991). Wegen der hohen Spezifität (die Primer-DNA-Sequen­
zen liegen innerhalb des bereits für den Mikroorganismus 
spezifischen DNA-Fragments) können falsch-positive DNA­
Banf!en dann ausgeschlossen werden. Zudem steigt die Nach­
weisempfindlichkeit erheblich durch die erhöhte Anzahl von 
PCR-Zyklen, so daß Bakterienzellzahlen von 10 und weniger 
im PCR-Reaktionsgemisch ohne eine DNA-Hybridisierung 
nachweisbar sind. Ebenso könnte eine zusätzliche Empfind­
lichkeitssteigerung des PCR-Nachweises von E. c. a. mit einer 
Aufkonzentrierung der Pflanzenextrakte erfolgen. Somit 
würde sich die bei der Methode notwendige 1:100-Verdün­
nung des Pflanzenextraktes im Tris-Puffer nicht negativ auf 
die Nachweisempfindlichkeit auswirken. 
Der benötige Zeitaufwand für die Durchführung einer PCR 
mit den beiden Primern Yl und Y2 beträgt ca. 8 h bis zum 
Vorliegen des endgültigen Ergebnisses. Da neben dem gerin­
gen Zeitaufwand auch die Kosten für das Verbrauchsmaterial 
von Jahr zu Jahr sinken, könnte die PCR im Lauf der nächsten 
Jahre auch für kleinere Forschungs- und Prüflabors eine inter­
essante Alternative zu heute noch gebräuchlichen Testverfah­
ren sein. 
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